




Role of DNA methyltransferase 3A (DNMT3A) in 







zur Erlangung des Doktorgrades 
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der 
















































First referee (supervisor): Prof. Dr. Philip Rosenstiel 
Second referee: Prof. Dr. Thomas Roeder 
Examiner: Prof. Dr. Andre Franke 







Date of the oral examination: 05 July 2019 






DNA methylation is one of the epigenetic modifications which regulates gene transcription in a cell-type and 
tissue-specific manner. By interfering with the accessibility of transcription factor binding sites or the 
chromatin state, methylation of the DNA typically results in gene silencing . DNA methyltransferases (DNMTs) 
are responsible for the establishment and maintenance of the DNA methylation profile. Deletion of DNMTs 
genes causes embryonic lethality, highlighting the importance of DNA methylation during development. 
While the effects of DNA methylation in intestinal development and homeostasis have been extensively 
investigated, the specific role of DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A (DNMT3A) in intestinal homeostasis 
and inflammation is still not clear. Notably, genetic variants in the human DNMT3A gene have been 
associated with an increased risk of inflammatory bowel disease (IBD) and aberrant DNA methylation has 
been extensively observed in several diseases, including IBD. However, while epigenome-wide association 
studies (EWAS) have reported several disease-associated loci, the mechanistic dysregulation of DNA 
methylation has remained elusive. In this thesis, we study the function of DNMT3A in intestinal homeostasis, 
focusing on the mechanisms by which DNMT3A regulates gene transcription and DNA methylation. 
 
In this study, we elucidate the transcriptional and functional consequences of genomic ablation of DNMT3A 
in intestinal epithelial cells. Long-term ablation of DNMT3A resulted in transcriptional dysregulation and 
global DNA hypomethylation, whereas short-term silencing caused transcriptome dysregulation but no 
changes in the DNA methylation profile. More specifically, we found 45 genes which were regulated in a 
methylation-dependent way. In contrast, we detected a group of genes that were transcriptionally 
dysregulated despite unchanged promoter methylation, resulting in DNMT3A methylation-independent 
regulation. These results suggest that DNMT3A regulates gene expression both in a methylation-dependent 
and independent manner. On a function level, our transcriptome analysis revealed a role for DNMT3A in 
biological processes such as cell cycle progression, Wnt signaling, intestinal absorption or response to 
lipopolysaccharides (LPS), supporting the importance of DNMT3A in maintaining intestinal homeostasis. 
 
In line with these findings, our in vitro analysis identifies a critical role of DNMT3A in two crucial epithelial 
features, permeability and wound healing. We find that intestinal permeability is impaired in DNMT3A null 
cells. Notably, lack of DNMT3A increased cell permeability and resulted in reduced cellular contact zones 
characterized by a higher inter-cellular distance in vitro. Furthermore, we identified a role for DNMT3A in 
wound repair. The impaired healing was restored by re-expression of DNMT3A gene, indicating that the 
observed phenotype is driven by the absence of DNMT3A. 
We find that mice that lack Dnmt3a in Intestinal epithelial cells (IECs) are more susceptible to chronic 
chemically-induced colitis. Dnmt3a deficiency in the intestinal epithelium affects the structure of adherens 
junctions along with reduced expression of -catenin and E-cadherin, suggesting a compromised mucosal 
barrier mechanism. 
 
In our study, we report for the first time an inflammation-dependent DNMT3A expression, more precisely, 
we observed a downregulation of DNMT3A in both IBD patients and in a murine chronic colitis model. 
Furthermore, upon deletion of DNMT3A there is no compensatory regulation by DNMT3B or DNMT1 neither 
in vitro nor in vivo and, suggesting a unique role of the gene in establishing DNMT3A-specific transcriptome 
and methylome signatures. 
 
In conclusion, this thesis provides insights into the role of DNMT3A in intestinal epithelium homeostasis, with 
a particular emphasis on gene expression, DNA methylation and mucosal barrier properties. These findings 
indicate a critical importance of DNMT3A transcriptional regulation during homeostasis and inflammation. 
Thereby, altered expression of DNMT3A or its target genes could be used as alternative biomarkers to screen 
intestinal epithelial barrier defect and develop new potential therapeutic molecules. 
4 Zusammenfassung 
 
Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um eine epigenetische Veränderung, die die Transkription von 
Genen zelltyp- und gewebespezifisch reguliert. Eine Methylierung der DNA beeinträchtigt die Bindung von 
Transkriptionsfaktoren oder den Chromatinstatus und führt dadurch typischerweise zur Inaktivierung eines 
Gens. DNA-Methyltransferasen (DNMTs) sind für die de novo sowie für die Erhaltungs-Methylierung 
verantwortlich. Die Deletion von DNMTs ist embryonal lethal und unterstreicht damit die Bedeutung der 
DNA-Methylierung bei der Embryonalentwicklung. Während die Rolle der DNA-Methylierung bei der 
intestinalen Entwicklung und Homöostase bereits intensiv untersucht wurde, ist die spezifische Funktion der 
DNA-Methyltransferase 3 (DNMT3A) bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase und im Kontext 
von intenstinaler Entzündung bisher unzureichend verstanden. Im Menschen sind genetische Varianten im 
DNMT3A Gen mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 
(CED) assoziiert. Darüberhinaus wurde das Auftreten von abberanten Veränderungen der DNA-Methylierung 
in zahlreichen Krankheiten beschrieben, darunter auch bei CED. Zwar konnten Epigenom-Weite-Assoziations- 
Studien (EWAS) zahlreiche krankheitsassoziierte Loci identifizieren, allerdings ist die mechanistische 
Dysregulation der DNA Methyleriung nur schlecht verstanden. In dieser Thesis untersuchen wir die Rolle von 
DNMT3A bei der intestinalen Homöostase, dabei wird insbesondere der Einfluss von DNMT3A auf die 
Regulation der Gentranskription und DNA Methylierung untersucht. 
 
In dieser Arbeit werden zunächst die transkriptionellen und funktionalen Konsequenzen einer genomischen 
Ablation von DNMT3A in intestinalen Epithelzellen untersucht. Die langfristige Ablation von DNMT3A führt 
zu einer transkriptionellen Dysregulation und zu einer globalen DNA-Hypomethylierung. Dagegen bewirkt 
eine kurzzeitiges silencing von DNMT3A eine transkriptionelle Modulation, aber keine Veränderung des 
Methylierungsstatus. Bei unseren Analysen konnten wir 45 Gene identifizieren, die methylierungsabhängig 
reguliert wurden. Interessanterweise konnten wir auch eine Gruppe von Genen ausmachen, die eine 
abweichende Transkription aufwiesen, gleichzeitig aber keine veränderte Methylierung zeigten. Diese 
Beobachtungen implizieren, dass DNMT3A die Genexpression sowohl methylierungsabhänigig als auch - 
unabhängig reguliert. Auf funktioneller Ebene offenbaren unsere Transkriptomanalysen eine Rolle von 
DNMT3A bei der Regulation des Zellzyklusverlaufes, dem Wnt-Signalweg, der intestinalen Absorption und 
der Antwort auf bakterielles Lipopolysaccharid (LPS). Diese Ergbenisse unterstreichen die Bedeutung von 
DNMT3A bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Homöostase. 
 
In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigen unsere in vitro Daten, dass DNMT3A eine kritische 
Rolle für die Integrität des intestinalen Epithels und bei der Wundheilung spielt. Wir konnten beobachten, 
dass die intestinale Permeabilität in DNMT3A-defizienten Zellen beeinträchtigt ist. Dabei führt 
das Fehlen von DNMT3A in vitro zu einer erhöhten Zellpermeabilität und einer verminderten 
Ausprägung der Kontaktzonen zwischen den Zellen. Darüberhinaus konnten wir eine Rolle von 
DNMT3A bei der Wundheilung feststellen. Bemerkenswerterweise konnte die Wundheilung 
durch die Reexpression von DNMT3A wieder hergestellt werden. Diese Beobachtung 
verdeutlicht, dass der beobachtete Phänotyp durch die DNMT3A- Defizienz verursacht ist. 
 
In vivo konnten wir zeigen, dass Mäuse mit einer DNMT3A-Defizienz im intestinalen Epithel 
anfälliger für eine chemisch-indzierte Colitis sind. Das Fehlen von DNMT3A im intestinalen 
Eptihel beeinträchtigt die Struktur der Adhärenzverbindungen und führt zu einer reduzierten 
Expression von -Catenin und E-Cadherin. Diese Ergebnisse implizieren eine Beeinträchtigung 
der Barrierefunktion des intestinalen Epithels. 
 
Außerdem konnten wir erstmals eine entzündungsabhängige Expression von DNMT3A 
beobachten. Sowohl in CED-Patienten als auch in einem murinen Coltitis-Modelll detektierten 
wir eine Herabregulation von DNMT3A. Interessanterweise wurde weder in vitro noch in vivo 
eine kompensatorische Hochregulation von DNMT3B oder DNMT1 beobachtet. Dies legt nahe, 
dass DNMT3A eine einzigartige Rolle sowohl bei der Regulation des Transkriptoms als auch des 
Methyloms spielt. 
 
Zusammenfassend liefert diese Thesis Einblicke in die Funktion von DNMT3A bei der Regulation 
der Genexpression, der DNA Methylierung und übergeordnet bei der Homöostase des 
intestinalen Epithels. Unsere Ergebnisse weisen auf eine kritische Funktion von DNMT3A bei 
der transkriptionellen Regulation sowohl unter basalen Bedingungen als auch bei einer 
intestinalen Entzündung hin. Eine veränderte Expression von DNMT3A und deren Zielgene 
könnte als alternativer Biomarker fungieren um Defekte der Barrierefunktion des intestinalen 
Epithels zu detektieren. Auch könnte eine gezielte Manipulation von DNMT3A und deren 
Zielgene zur Entwicklung neuere Therapieansätze beitragen. 
 
